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論 文 内 容 要 旨
緒言
作物の多 くは、連 作す る と生育 不良、収量低下 、品質悪化等 の いわ ゆる連 作 障害 を
引 ぎ起 こす。ハ クサイ の場 合で も、 日本各地 の生産 地で連作 に伴 い根 こぶ病 、黄化 病
な どの土壌病害が頻発 してお り、大 きな問題 となっている。
ハ クサイ根 こぶ病は、土壌病原菌 肋smodね ρぬo∫aわ蝦ssゴα!eに よ りハ クサイ に引
き起 こされる難 防除土壌病 害で ある。根 こぶ病 は、軽度 の時 は側 根、支 根 にわ ずかな
こぶ を形成するのみ であ るが、症状がすす む と主根 に大 きな こぶ を生 じる。そ れ に伴
い、吸水機能 が低下 し、萎 ち ょう症状 を示 し、生育が阻害 され る。
現在、根 こぶ病 の防除 は、臭化 メチルやPCNB剤 な どの土 壌燃蒸剤 に頼 っている。
しか し、環境 に対す る影 響が大 き く、薬剤 に頼 らな い防除法 の開発が 急務 とな って い
る。そのような状況の中、新 しい防除法 として生物防除法が期待 されて いる。しか し、
今 まで用 い られ てきた微生物 が、主に環 境の変化 しやす い根 圏土壌 で生育 ・定着 し病
害 を防いでいるため、多 くの場合安定 した防除効果が得 られていな い。
そ こで 、本実験 では、根 圏ではな く根内 に定着す る糸状菌 に着 目 し、新 たなハ クサ
イ根 こぶ病の生物防除法 の開発 を試みた。
1Fハ クサイ根 に定着する糸状菌の単離及び根 こぶ病抑制の効果
4箇 所の耕作地 よ り土壌 を採取 し、そ の土 にハ クサイを2ヶ 月間生育 させた後、根
に定着 している糸状菌 の単離 を試みた。単離 の方法はTokumasu(1978)の 方 法を基
に行 った。 コムギ畑 の土壌 か ら185、 ハ クサイ畑の土壌か ら27、 ナタネ畑 の土 壌か ら
22、 ネ ピアグラス畑の土壌 か ら・88の 計322の 糸状菌 を単離 した(表1)。4つ の土壌
の うち、 コムギ畑 の土 壌 か ら、 もっ・とも多 くの糸 状菌 が単 離 され 、 中で もHyaline
septatefungus(HSF)やDar年septatefungus(D$F)が 多か った。
単 離 した糸状 菌 をハ クサ イ根 に再 び接種 し、根 こぶ病 の発病 の抑 制 に効果 が あるか
調べた。単離 した322の 糸状菌の うち16菌 株が、殺 菌土壌 で根 こぶ病の発 生 を効果
的 に抑制 した(表2)。 発病指数 は、20以 下 を示 し、抵抗性 品 種で得 られる値 と同等
であった。これ らの菌 のうち、Morロerellaelonga亡e、 聴sむerdy:kellasp.、3種 のHSF・
DSFは 完全に根 こぶの発 生を抑 えた。殺菌土で効果のあった16菌 株 のうち、14菌 株
(M,H)は コムギ畑 の土壌か ら、2菌 株は牧 草地 の土壌(IM)か ら単離 された 。殺菌
土壌 で効 果があ った糸状菌 を、 さらに非殺菌 土壌でその効 果 を調べ た(表2)。16菌
株 のうち2つHe亡eroconfumchae亡ospfra(M4006とH4007)は 、非殺菌土壌 にお
















































































































合計 185 27 22 88
表2根 に定着する菌のハクサイ根こぶ病の抑制効果と根からめ再分離率
発病指数1) 再分離率(%)










































































































1)発 病 指 数 は 、Yoshikawaら(1977)の 方 法 を若 干 改 良 し、 計 算 した 。根 こぶ 病 の病 徴 は 、 肉 眼 で見 て 、 以下
の4つ のカ テ ゴ リー に分 類 した(0:根 部 の 肥 大 は 見 られ な い、1:か す か に肥 大 が 見 られ る が、 側 根 部 に 留 ま って
い る、2:側 根 も し くは 主 根 が 中程 度 に肥 大 して い る 、3:側 根 も しく は主 根 が 重 程 度 の肥 大 して い る)。 この数
字 に、1は10、2は60、3は100と 荷 重 をつ けて か け算 を行 い、 合計 を植 物 体 数 で 割 った もの を発 病 指 数 と した。
2)同 じ アル フ ァベ ッ トの値 は 、P=0.05,Fisher▼sPLSDテ ス トで 十 分 な 違 いが な か った こと を示 す 。
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H,chae亡ospfraは 、主 に朽 ち木 、ムカデ の糞や コムギ畑 な どの耕作地 の土壌か ら
単離 され る菌で、今 まで は腐性菌 の一種 であ る と考 え られ て いた。 この菌 が、植物の
病害 を抑制する効果 を示 した報告は、今回が初めてであ る。このよ うにH.chae亡osprゴa
は、非殺 菌土 にお いて も高 い発 病抑制効果 を示 した ことか ら、実用性 が高い と考 え ら
れたので、ハ クサイ根 こぶ病の生物防除に有望な菌 として選抜 した。
今回単離 したH,chae亡ospjraは 不完全菌類に属 し、褐 色 ～青緑褐色、 ビロー ド上の
菌糸 を持 ち、PDA培 地や1/2CMMY培 地上で生育可能 だが、成長 は遅 く、25℃10日
間で直径8～10mmに 成長 した。分 生子は出芽型分 生子で 、両 端は急 に細 まった円筒
形、隔壁部 に くびれはな く、長 く連鎖す るが相互 に離脱 しやす か った。通常1～3個 の
隔壁 を持 ち、大きさは、20～35x3～4μmで あった(図!)。
図1飽 飴rooon1'㎜(カaθ 孟05ρ藍1ヨ
2H。chae亡ospf個 の生態 的特徴 の解明
H.chae亡ospfraの 生態的特徴を明 らか にする ことを目的 として、①H.chae亡ospfra
のハ クサイ根内への定着過程の観察 ②H.chae亡osplraの 宿 主範囲の調査 ③ 細胞外
酵素活性 の調査 を行 った。
ハ クサ イ根部の顕微鏡観察:菌 接種1週 間後、H.c1ユae亡osplraの 分生子の発芽 と根
表面での付着器 の形成が観察 された(図2a,2b,2c)。 菌 は、表皮細胞 を貫 いて、皮層
組織 に侵入 して いたが、維管束組織 には侵入 して いな か った。菌接種2週 間後、宿主
細胞内で菌糸は再 び付着器 を形成 し、隣接する細胞へ侵入 していた(図2d)。 菌糸は、
伸長 し枝 分れ し、皮層組織 内に広 範囲 に渡 って定着 して いた(図2e)。 また、菌糸 は
比較的根端部に多 く定着 しているのが観察 された(図2f)。
一方
、菌接種3週 間後、不規則 に節 くれ立った菌糸が で き、根 の皮層細胞 内に微小
菌核(microsclerotium)が 観察 され た(図2g)。 これ らの構造 は、弱 ったハ クサ イ
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では、観察 され なか った。
菌接 種2～3週 間後、侵入菌糸が いくつかの弱っているハ クサイの皮層細胞 内 に充満 した
(図2h)。 また、まれ に分生子が皮層細胞 の細胞壁 を突き破 って形成 され た(図2i)。 根 部
エ ン ドファイ トであ るP惣10cθ ρ畑 旧 血 血 がは、環境、宿主、菌 の種類 な ど条件 によ り弱 い
病原性 を示す場合が報告 されて いるが、今 までの ところ、亙cha砿05pf盟 が植物 に対 して病
原性 を示す との報告 はない。
一方 、葉のエン ドフ ァイ トで ある1訪abdOC伽e .ρarkeτゴは、宿主 の葉 が健全 な間は、 なん
の徴候 も示さないが 、葉 の老 化が始 まると分生子の形成 を始 める ことが知 られている。H.
c加eオ0εP鉱aも 同 じように、宿主の老化 の後 、分 生子 の形成 を始 めるので はないか と考 え ら
れた。
宿主範囲の調査:Hchaθ 蝕 瑚鞍 は接i種した16種 の植物 の うち、タマネギ を除 く15種 の
植物か ら、再分離 された。再分離率 は、植物種 によ り異なっていたが、植物種 と再分離率 と
の間 に明確な関係は見 られなかった(表3)。
H:C西a砿05ρ 血 は幅広 い宿主範囲を持つ ことが示唆さ 表3Hc飴 θ古α伽 の各種
植物からの再分離率れた
。 この特徴は、他 の植物や他 の植物病害への応用を
考える上で 聾 であると考えられる.働 再耀 率(%と
細胞外酵素活性の調査:酵 素活性の検 出方法 は、固体
培地 にそれぞれの酵 素に対す る基質 を混ぜ 、分解 を見 る
方法 を用 いた。本実験 では、ウレアーゼ活性、 フォス
ファターゼ活性、 リパーゼ活性およびア ミラーゼ活性が
認め られた(表4)。 これ らの酵素は、腐性 的生活史で
重要な役割を果たす酵素で あると考え られ、H
曲ae右05ρ血 の腐性的な性 質 を示 して いる と考え られ
る。
一方 、植物病原菌 では、セル ラーゼ、プ ロテアーゼ、
ペクチナーゼな どの加水分解酵素が菌 の侵入 、進展、栄
養獲得な どの感染過程 において重要な役割 を果た してい
ると考 え られてい る。 しか し、本実験では、セル ラー
ゼ、プロテアーゼ活性 は認め られなか った。 このこと
は、κchaθ 右osρ血aが 病原菌ほどの強 い感染力や この菌

























































Hchae亡oεpf餓 は、顕微 鏡観察 の結果 、病徴を引き起 こさず に植物根 内に定着 し、
エ ン ドフ ァイ ト的な 生活史 を持 っ ことが明 らかになった。 この ことか ら、他 の根 圏に
生息す る微 生物 に比 べ、環 境変化 の激 しい野 外で もその効果 が 、安定 して発揮 できる
ことが期待 でき る。以 上 の結果 を踏 まえ、茨 城県 の岩 間 と筑 波 に試験 区を設定 し、ハ
クサイ根 こぶ病 の発病抑制試験を行 った。
ハ クサイ根 こぶ病 に対す るH.chae亡OSρ ガaの 効果 を調べ るために＼ 茨城県 の岩間 と
筑波に約150m2の3つ の調査 区をもうけた。土壌は、火 山灰土 と腐植土か ら派 生 した
黒ボク土であった。茨城県岩 間には2っ の調査 区(Plot1とPlot2)を 設定 し、その
土壌の上層20crnに 含 まれるP.bfassfcaeの 休眠胞子の密度は、104-105個 で あった。
一方、茨城県の筑波 に設置 した調査区(Plot3)は 、土壌1g当 た り104個 の休 眠胞子
が含 まれていた。
Hchae古ospfraの 接種 によ りハ クサイ根 こぶ病 は、発病指数で最高97%ま で抑制さ
れた(表5)。 こぶは、 ほ とん ど見 られな いか側根 にわず か に見 られるのみで、十分市
場 に出荷できるレベル に抑制された。
圃場試 験後、ハ クサイ根 よ り再 びH.cわae亡ospfraの 分離 を試 みた ところ、7-47%
の間で、再び分離 された。顕微鏡観察よ り、H.chae亡ospfτaは 、根 の頂端部分 を含む、
表 皮細 胞や 皮 層細 胞 内 に侵 入 し定 着 す る こ とが 明 らか に な った 。 この よ うに、H
ch∂砿05pがaは 植 物 内の安定 した環境 にいる ことで、少な くとも2ヶ 月間はハ クサイ
根部 に定着 して いる ことが で きた と思 われ る。 この ことが 、安定 した効果 を発揮 した
理 由で ある と考え られた。
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1)発 病指数:発 病指数は、5つ のカテゴリーに分類 して計算 した
(0:根 部の肥大は見 られない、1:か すかに肥大が見 られるが、側
根部に留まっている、2:側 根もしくは主根が中程度に肥大してい


















































































本実験 で は、根 内 に定 着す る糸状菌 に着 目 し、新 たなハ クサイ根 こぶ病 の生 物防除
法 の開発 を試みた。
腐性菌 と して知 られ ていたHchae亡ospfraが ハ クサイ根 こぶ病 を効果的に抑制する
ことを見 いだ した。 圃場試験 において も、市場 に出荷 でき る レベル まで根 こぶ病 を抑
制す るこ とに成功 した。圃場移植2ヶ 月後 のハクサイ の根か ら、Hchae亡OSρ がaが 再
分離 され た ζ とか ら、定着 率の高 さが、圃場で も安定 して効 果 を発揮 した理 由であ る
と考 え られた。
Hcbaθ めsρfraの 生態 を考 える と、今 までの報告や、今 回得 られた細胞外酵 素活性
の結果か ら考 えて、腐性菌 としての性質が強 い菌であると考え られる。一方で、顕微
鏡観察 よ り、植物根 内に侵入 し定着す るエ ン ドファイ ト的生活史 を持 つ菌であること
も明 らか となった。宿主植物の状態によっては、耐久構造で ある菌核を作った り、何
らかの要 因で宿主植物が弱 った場合 には、分生子 を作 り、再び土壌 中に出てい くので
はないか と考 え られ る。
本実験 では、Hcha砿0ε ρfraが どのようにハ クサイ根 こぶ病 を抑 制 しているのかは







































































































































論 文 審 査 結 果 要 旨
作物 の多 くは,連 作す ると生育不良,収 量低下,品 質悪化等のいわゆる連作障害 を引 き起 こす。ハ ク
サ イの場合で も,日 本各地の生産地で連作 に伴い根 こぶ病 が頻発 してお り,大 きな問題 となっている。
現在,こ れ らの土壌 病害の防除は,化 学薬剤 に頼 っているが,環 境 に対 する影響が懸念 され,新 たな防
除法の開発が急務 とな っている。 その ような状況の中,新 しい防除法 として生物防除法が期待 されてい
る。 しか し,根 圏微生物 を用いた場 合,環 境が変化 しやすいため,安 定 した防除効果が得 られていない。
そこで,本 研究では,根 圏ではな く根 内に定着す る糸状菌 に着 目 し,新 たなハ クサ イ根 こぶ病の生物防
除法の開発 を試 みた。
コムギ畑,ハ クサイ畑,ナ タネ畑,ネ ピアグラス畑の計4箇 所の耕作地 より土壌 を採取 し,そ の土 で
生育 させ たハ クサ イ根 に定着 している糸状菌 を分離 した。その うち,16菌 株が,殺 菌土壌 で根 こぶ病 の
発生 を効果的に抑制 した。 さらに,,そ の中のπe彦θハOCOπ彪配Cん αe診ospεrαが,非 殺菌土壌 において も効果
的 に病害 を抑 制する ことを明 らかに した。
ハ クサ イ根部 の顕微鏡観察 を行 った。Ecん αe'osρかαは,分 生子が発芽 した後 ,根 表面で付着器 を形成
した。菌 はゴ表皮細胞を貫 いて,皮 層組織 に侵入 していたが,維 管束組織 には侵入 していなか った。宿
主細胞内で菌糸 は再び付着器 を形成 し,隣 接す る細胞へ侵入 していた。 また,宿 主の状態 に よって,微
小 菌核の形成や,侵 入菌糸の皮層細胞内での充満,皮 層細胞内での分生子の形成がお こることを示 した。
さらに,こ の菌が,広 い宿 主範囲 を持 つ こと,細 胞外酵素 として リパ ーゼ ・ア ミラーゼ ・ホスファター
ゼ ・ウレアーゼを持つ ことを明 らか に し,こ の菌の生態 を明 らかに した。
茨城県の岩間 と筑波 に試験区 を設定 し,ハ クサイ根 こぶ病の発病抑制試験 を行 った。π 醜αε顔p施 の接
種によ り,根 こぶ病の発隼 を発病指数で最高97%ま で抑制 した。圃場試験後,Ec肋e'oε ρ`ハαは7-47%の
定着率を示 し,少 な くとも3ヶ 月の間はハ クサイ根部に定着 してお り,安 定 した効果を発揮 した理由で
あると考えられることを示 した。
以上のように,本 研究は,根 内に定着する糸状菌Ecん αθ鄭pか αを新たに分離 し,ポ ット試験及び圃場
試験において効果的にハクサイ根こぶ病を抑制することに成功 した。また,根 部の顕微鏡観察等により,
この菌の生態的特徴を明 らかにし,実 用化の期待 も大 きい。よって,審 査員一同は,本 論文は博士(農
学)の 学位 を授与するに値する内容であると判定 した。
一442一
